Oponentsky posudek disertani prace Mgr. Jany Tomfitkové, posluchalky Jihodeské
univerzity s nazvem ,,Fungicidn{ aktivita sinic rodu Nostoc

Cilem této disertaéni prace bylo vyhledavani a identifikace fungicidnich latek ze skupiny
scytofycinii v biomase a kultiva¢nich médiich sinic rodu Nostoc punctiforme LukeSova 5/96
véetné praktickych aplikaci. Byla testovéana fungicidni aktivita proti houbovym patogenim a
cytotoxicita téchto latek na Zivo&idnych bun&énych liniich a kory3ich Arfemia. Fungicidné
ptisobici latky byly nasledng purifikovany a analyzovény metodou cilenych fragmentaci a
pouzitim hmotnostniho spektrometru byly nalezeny jejich chemicke struktury. Tematicky
zapad4 tato prace do &innosti Laboratofe Fasovych biotechnologii, kde se skupiny dr. Jifiho
Kopeckého a dr. Pavla Hrouzka dlouhodobé zabyvaji vyzkumem bioaktivnich latek
vyuZitelnych ve farmakologii.

Disertace ma veelku dobrou grafickou upravu, je ucelend a pfehledna. Obsahuje asi 80 stran
vlastniho textu a obsahové je vyvaZena. Prace ma obvyklé a logické ¢lenéni na literarni uvod,
cile, metodiku, vysledky, diskusi, zavéry a seznam literatury; obsahuje také seznam
publikovanych praci doktoranda, ale chybi Zivotopis. Uvod (20 stran) je zaloZen na piehledu
literatury k tématu, cile jsou definovany pfehledné a jasné v bodech. Metodika prace je
zpracovana velmi podrobné a petlivé s ptehledem chromatografickych technik. Pokusna Cast
prace je piehlednd, s dostatenym popisem podminek a opakovéani pro kultivaéni a izolaéni
postupy, co% je dilezité. Experimentalni ¢ast obsahuje dostatetné mnozstvi vysledkd, které
jsou logicky uspofadané. Prace obsahuje fadu zajimavych a cennych vysledkil, zvIasteé jsem
ocenil ristové pokusy s kulturami za riiznych podminek, které indukuji syntézu aktivnich
frakei toxing m/z 873, m/z 829 a m/z 875, testovani aktivity frakei toxinti proti houbovym
patogeniim, v&etné rostlinnych modelf, a testy cytotoxicity na buné&énych liniich a
yabronozkach., Diskuse je zpracovana dostateéné s piihlédnutim k vysledkim prace a
literatute, véetnd doporudeni pro masové kultivace. Zavéry jsou popsany piehledng a vystizné
a odpovidaji cilim. V pfilohach jsou &lanek a pfijaty rukopis, kde je Mgr. Jana Tomsi¢kova
autorkou nebo spoluautorkou, coZ splfiuje nezbytnou podminku pro obhajobu dizertace.

Gramatickych chyb a preklepl se vyskytuje v textu spide vice nez je obvyklé, autorka
ztejmé nevénovala dost &asu kone&né kontrole rukopisu. Pripadné uvefejnéni vysledkl
v odborném &asopise by vyzadovalo zhu$téni a ipravu textu. Tady poznamenam, Ze disertace
jsou nyni obvykle psany v angli¢ting, coZ bych obecné pro tento typ praci na univerzitach
doporuéoval, Zjistuji, Ze pro studenty je — bohuZel — Casto snadn&ji psat jednoduchou, ale
slugnou angli¢tinou nez dobrou ¢eltinou.

Obecné poznamky a doporudeni:

1. Doporucoval bych uvést seznam zkratek na pocatku.

2. PHi popisu pfistrojfi v tabulce 1 bych doporucoval uvést jen dileZita zafizent, nikoli beézné
laboratorni vybaveni jako védhy, pH-metr, aj.; v pfipad€ chemikélii uvest viechny
s popisem piivodu s oznadenim na zag4tku metod, aby se nepopisovaly v textu, atd.

3. Metodickou &ast prace bych nazval ,Materidl a metody“, protoZe obsahuje i popis
mikrofas.

4. Ve viech disertacich je vhodné uvadét kratky zivotopis na konci prace.

5. Autoreferat prace je velmi kratky (doporutil bych 10 stran textu) a je pongkud ,,odbyty™.

Véené a technické poznamky k rukopisu:

1. V Cedting se mezi &islem a jednotkou vzdy dava mezera, napi. %, neuvadi se tecka, W.m?>.
2. Popisy se davaji nad vlastni tabulku, u obrazkd je to naopak.



3. PH odstied’ovani se udava hodnota pfetiZeni a as trvani operace, napf. 3 000 x g po dobu
5 min, ota¢ky nejsou smérodatné, protoZe pouzivame rizné typy odstfedivek.

4. V textu této prace je &asto pouZit laboratorni Zargon &i zbytecnd cizi slova, doporucoval
bych vénovat pozornost hezké Sesting, kdyZ uZ je prace psana Cesky. Napf. centrifugace =
odst¥edéni; cluster — klastr (shluk), scytofycin, epifyticky.

S. Doporudoval bych vénovat velkou pozorost stylu jazyka (Zeltiny), pokud je disertace
psdna v tomto jazyce, napf. u sloves pouZivat také aktiva misto pasiva. V nékterych
Gastech textu je pouZito neobratnych & t&Zkopadnych formulaci, nevhodnych &eskych
vyrazi & laboratorni Zargon (kultura zacala sedat, odchytavat frakce, ...) a obsahuje také
fadu anglicismil (napf. clustry®, piky = vrchol, sloZka, aj.). Tyto asti textu by vyzadovaly
,,uhlazeni* a autorka tomu mél vénovat vE&tsi pozornost.

6. Viechny obrazky a tabulky by mély byt samovysvétlujici (self-explaining), proto bych
v#dy doporugoval vEnovat pozornost popisim i dostateéné podrobné legende.

Odborné dotazy pro autora do diskuse:
e Budou jedté nékteré Sasti prace publikovany?
e Jak byla vlastng stanovena ristové rychlost pro kultury sinic?
o Jaké podminky byly nejvhodngjsi pro produkei toxini; z obr. 5 a 6 lze usuzovat néco
jiného (25 °C, 90 W m™) ne je popsano na str. 50-51.
e Vysvétlete nam piehledné, jaky je asi mechanismus interkonverzi jednotlivych forem
toxintt m/z 873, m/z 829 a m/z 875 ajejich biologicky ufinek.

Zavér

Predlozenou disertadni praci Mgr. Jana Tomsitkova prokazala, Ze uspokojivé zviadla dané
téma z hiediska teoretického i experimentlniho. Prace je pfinosnd pro vyzkum bioaktivnich
latek sinic a z hlediska mo?nych aplikaci v biomedicing. Jeji kvalita mne, jako oponenta,
opravituje k tomu, abych ji doporuéil k obhajobg.

Doc. RNDr. Jift Masojidek, CSc.
P¥irodovédecka fakulta Jihoteské univerzity v Ceskych Bud&jovicich
Mikrobiologicky ustav AVCR v.v.i. v Tfeboni
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V Sumperku, dne 8.11.2013

Posudek k predloZené disertaéni prdci s nazvem , Fungicidni aktivita
sinic rodu Nostoc”, kterou vypracovala Mgr. Jana TomSickova

PredloZena prace, ktera se zabyva studiem biologicky aktivnich ldtek, vyskytujicich se
u sinic rodu Nostoc, je po formalni strance srozumitelna, ¢lenéna do prehlednych kapitol,
véetné pfiloh a publikaénich vystupt. K jazykové strance mam drobné vyhrady, které nejsou
vyznamnym meéfitkem pro odborné posouzeni prace. Literarni prehled je zpracovan do
kapitolek, které wvystihuji dosud publikované informace a znalosti ve sledovaném
experimentalnim zaméru. RovnéZ kladné hodnotim informaéni Sifi vtomto Uvodu, véetné
popisu chromatografickych metod a postup Cisténi Zadanych bioaktivnich latek. Hlavni
pozornost je pfitom zaméiena predevSim na nalezeni kmeni sinic, vykazujici biologickou
aktivitu, kterou lze testovat riznymi pristupy a metodami, které jsou také zde zminény a
uplatnény ve vlastni experimentalni casti predloZené prace. Presto bych se chtéla zeptat
autorky, zda je moiné z dosud publikovanych praci zjistit dalsi screeningové postupy, které
by umoinily snadno a rychle nalézt bioaktivni kmen, vtomto pfipadé s fungicidni nebo
fungistatickou aktivitou. RovnéZ bych se chtéla autorky zeptat, zda také studovala pfipadné
biosyntetické drahy, které by mohly souviset se syntézou toxind nebo bioaktivnich latek
v sinicich. '

Cilem v této praci je mezi velmi pocetnou a rdznorodou skupinou bioaktivnich latek
produkovanych sinicemi nalézt latky vykazujici bioaktivni latky s fungicidni aktivitou, jako
potencidlnim biofungicidem, pravdépodobné s pozitivnim environmentdlnim vyznamem. Pro
tento cil prace byla vybrana experimentdlni analyza pfedem vybraného kmene sinic (Nostoc
Luk. 5/96), u kterého se predpokladala biosyntéza latek sfungicidni aktivitou. Prace je
zaméiena na skupinu scyophicinli. Moje otazka zni, lze pfedpokladat, Ze studovany/é
kmen/y budou kromé zminéné skupiny metabolitd syntetizovat i daldi skupiny bioaktivnich
latek ? Nebo se vidy jedna o jednu skupinu metabolitl, nebo dokonce jeden metabolit,
zcela specifické pro sledovany kmen ? A zda tyto metabolity mohou vykazovat i jiné
biologické aktivity neZ fungicidni a jakym zplsobem je lze déle ovéfovat ?

Vlastni experimentdlni prace byla rozdélena do 7 experimentainich blokd: pfiprava
surovych extraktG pro screening kmend, optimalizace kultivaénich podminek rdstu kmend
pro optimalizaci produkce metabolit(, testy na stanoveni bioaktivity metabolitd viéi
fytopatogennim houbam, vypracovani optiméalniho protokolu pro izolaci sledovanych latek,
chromatograficka frakcionace extraktd, purifikace pro HPLC metodu s UV detekci a stanoveni
chemické struktury funkénich metabolitd.

V kapitole Materidl a Metody mne zaujala nepfima metoda stanoveni pfirQstku
biomasy analyzou dbytkd dusiénanovych anionti v kultivatnim mediu. Lze touto metodou
sledovat i jiné hodnoty nei je pfiristek biomasy ? Tato metoda byla pouzita k optimalizaci
kultivaéniho protokolu.

Kapitola Vysledky. Posloupnost testi jak vyplyvé z Vysledkd, byla zvolena s ohledem
na to, jak rychle zjistit bioaktivitu extraktd ze sinic viiéi fytopatogennim houbam. Fungicidni
testy byly provedeny na izoldtech fytopatogennich hub, 65 kmeni sinic nejriznéjsiho
pavodu. Proé Ize aplikovat jiné neZ plidni kmeny sinic vtomto screeningu (dostupnost
z literatury} ? Pro tento screening byl zvolen standardni extrakéni postup (kapitola 4.3.).



Otazka zni, je moiné, Ze by optimalizaci postupu extrakce (zménou extrakéniho éinidla dle
obrazku ¢.4) mohio dojit ke zméné této sledované bioaktivity, tzn. Ze by jiny exktrakéni
postup mohl ukdzat i na jiné kmeny neZ zvoleny standardni postup, kde jako organické
rozpoustédlo byl pouZit 100% metanol ? Extrakéni postupy byly optimalizovany se 100%
methanolem a toxinem m/z 873 {metabolit bioaktivniho kmene). Jak je moZné zajistit
stabilitu metabolitd v pribéhu extrakénich postupl ? Je moiné zjistit redlnou vytéinost
metabolitu, tzn. poditd se se ztratou metabolitu béhem extrakce ? Jednid se o naroény
proces, jak velké zmény lze ofekavat béhem pomérné jednoduché extrakéni metody ?
Prlmérna maximalni vytéinost 0.5 mg/kg byla vztaZena na lyofilizovanou biomasu sinice
kmene, jehoz produkéni optimum ve vztahu ke sledovanému metabolitu byla v priméru 0.6
g/l ? Je moiné, Ze (maximalni) produkce metabolitu se da ovlivnit v kultivaénim protokolu i
zmeénou nefyzikalnich velicin (obr. 5 — 9. ). Tento optimalizaéni krok by realizovan nejdfive aZ
po screeningu a optimalizaci extrakce ? Pokud byly toxiny kumulovany v bunééné kultufe
béhem kultivace pii vysoké teploté pravdépodobné dochazelo k autotoxitité bunék. Je
moiné, Ze dojde k podobnému jevu v extrémnich pfirodnich podminkach {vysoké teploty,
nizké obsahy Zivin v chudych padach), pokud by se jednalo napfiklad o praktické aplikace
v zemédélstvi tfetiho svéta, dokazala by jste to odhanout ? Pokud se jednalo o optimalizace
Zivin vmédiu dochézelo pravdépodobné k disproporcim mezi jednotlivymi produkénimi
maximy jednotlivych metabolitd {m/z 873, 875, 829), Ize tici Ze fyzikdini veli¢iny lze
povaZovat za nejvyznamnéjii (rozhodujici} pro produkci téchto metabolitd ?

Testovani biologické aktivity. Na zakladé chromatografickych dat analytu surového
extraktu testovaného kmene sinice, u tohoto kmene dodlo k separaci na 4 hlavni frakce,
které byly dale analyzovany vzhledem kjejich fungicidni aktivité. Pokud se jednd o
metabolity jedné biosyntetické drahy, autorka to pouze predpoklada, urdity meziprodukéni
metabolit (odpovida frakci) ma pravdépodobné nulovou nebo velmi zmensenou fungicidni
aktivitu vzhledem ke konetnému biclogickému Gcinku. Testované fytopatogenni houby (14)
vykazovaly rozdilnou citlivost k testovanym frakcim, Géinnost je tedy pravdépodobné rovné:
vysace specificka, pravdépodobné i dle specifity vlastnich patogend (kofenové a druhové
specifické). Jak byly méfeny inhibi¢ni zény ? Autorka predpoklada nejvyznamnéjéi iéinnost
inhibice u smésného vzorku oproti jednotlivym frakcim. Vzhledem ktomu, Ze autorka
uvaZovala o jinych neZ pouze o fungistatické nebo fungicidni vlastnosti smésného vzorku
extraktu, byly dale provedeny testy fytotoxicity a cytotoxicity. Pravdépodobné se jedna o
standardni testy. Pfi aplikaci extrakce metanolem byl pouzit 70% roztok v pfipadé
hydroponického testu s rostlinou Chlorophytum (Zelenec), kdy byl sledovan transport toxint
z roztoku, kofeny do list(. U testu se silné infikovanym osivem méku a Inu se ukazuje inhibice
rozvoje plisni, ale zaroven inhibice klicnich rostlinek. Jako kontrola zde bylo infikované osivo
bez aplikace extraktu. Jaké lze olekavat vysledky, pokud osivo nebude promofeno plisnémi ?
Jak si vysvétluje autorka specifitu ucinnosti extraktu (3. frakce) na kli€ence v pfipadé Inu a
maku ? Cytotoxicita, jev ktery plati u ZabronoZek (100% mortalita) nebo se jedna o obecnou
vlastnost testovaného kmene rovnéz pro houby a rostlinné buriky, zejména kdyZ toxiny
kmene negativné plsobi na cytoskelet {degradace aktinovych jader) ? Da se vyloudit u téchto
testlt autofytotoxicky ucinek nebo jsou toxiny produkovany napfiklad jen v pfitomnosti
jinych organismG? V tabulce 13. jsou uvedeny vysledky testu fytotoxicity u rlznych druht
sinic. Je moiné, Ze misto a puvod izoldtu mlZe mit vyznam v tomto testovani, tj. budou
planktonni izolaty kmenu vice toxické nez napfiklad pudni izoldty, v pfipadé sledovaného
kmene izolace realizovana v pldni jamé po tézbé hnédého uhli ? Je moiné nalézt néjaké
souvislosti, zejména v pfipadé nalezeni aktivniho kmene izolovaného zpldy a jeho



fungicidnim pésobeni ? Vtéto praci je pravdépodobné vyloudena role fylogenetické
pfibuznosti kmend na tvorbu specifity toxin{. Chromatografické analyzy extraktu kmene
ukazaly strukturalni podobnost toxind s scytophyciny, bylo stanoveno 8 metabolitd, véetné
fragmentGd nejsilngjdiho tolytoxinu, pfedstavujici strukturdlni modifikace zakladniho
makrolidického skeletu riznymi postrannimi fetézci (tabulky 14, 15).

Kapitola Diskuse. Jak si vysvétluje autorka disproporci mezi ristovym a produkénim
maximem ? Mohlo by se jednat o stresové (svételné neho teplotni) kultivaéni podminky,
které vyvolavaji zvySenou produkci toxinl, ackoliv zminujete, Ze se pfiklanite k nazoru, ie
optimalni ristové podminky zarucuji optimalni produkci scytophicinG ? Exudace toxinti do
media je pravdépodobné vylouéena. Klicovy metabolit je u sledovaného kmene tolytoxin, je
to toxin zajimavy z praktického hlediska ? Autorka zvaiuje moinost, Ze ostatni metabolity
nejsou pravdépodobné vazany na biosyntézu tohoto metabolitu a jejich uUéinnost bude
pravdépodobné niz3i. Mohla by jste to blize vytvétlit ? Existuji néjaké udaje o biosyntetickych
drahach scyophycind, napfiklad ve spojeni s aktivaci specifickych gen( pro tuto
biosyntetickou drahu? Pfi sledovani fungicidni aktivity kmene autorka pfipisuje fungicidni
udinek pfedeviim diky biosyntéze tolytoxinu a scytophicinu B, oba metabolity jsou velmi
vyznamné cytotoxiny, ackoliv neni dosud objasnéna specifita Géinku na testované
fytopatogenni houby. Planuje autorka v budoucnosti se zabyvat touto problematikou ? U
hydroponniho testu s rostlinou Chiorophytum nedoslo k rdstové inhibici, je moiné %e zde
hrala roli i nerozpustnost toxini ve vodném prostfedi ? Jak lze déale velmi rozdilné Uéinky
extraktu na semena Inu a maku jinak vysvétlit nez specifitou rostlinného druhu ? Testovani
na sav€ich bunecnych liniich i na Zabronozkach jasné demonstruji cytotoxicky Géinek kmene,
je moiné dale vyuZit tento kmen k néjakym jinym ucelim ? Pokud je stanoveno, Ze tolytoxin
je ,nejsilngj3i” toxin, bude se vbudoucnosti autorka nebo pracovisté zabyvat dalsimi
metabolity sinic nebo mikroras, které maji ve své struktufe rovnéz pfitomny laktonovy kruh
? Bude se pravdépodobné jednat o strukturné velmi riznorodé metabolity. Je moiné
predpokladat nalezeni daldich metabolitl s fungicidnim nebo fungistatickym Glinkem, které
by nevykazovaly fytotoxické nebo cytotoxické ucinky, napfiklad analyzou druhého
bioaktivniho kmene (Cylindrospermum C24) s fungicidnimi Ucinky ? Purifikace a frakcionace
hrubych extrakti je nejnaro¢néjsi €ast analyz, které byly v této préci predloZeny. Literatura je
velmi dobfe zpracovana a autorka cerpala z velkého mnoistvi literarnich prameni. V této
praci ocenuji 2 publikacni vystupy, které obohacuji experimentalni data prezentovana viastni
experimentalni ¢innosti popsané v kapitole 5. Vysledky.

Zavérem posuzované disertacni prace bych rada ocenila pfimy a jasny cil, moina
v budoucnosti s praktickym wvystupem. Prace je komplexni, vyuZiva jak biologického tak
chemického pfistupu feSeni. Tato experimentaini price i jeji vedeni vychdzeji z dobrych a
jasnych metodickych pfistupq, které bych chtéla vyzvednout. Doporucuji predloZenou praci
k obhajobé.

Posudek vypracovala Ing. lva Smykalovd, Ph.D.
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